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115 
H記atingis usually used to stop theξnzymatic browning in juic記makingprocεssof pom己fruits
such as an apple and a ]apanese pear， but it produces an unplεas昌ntcoolぽd-smε11.Existence of 
polyph記noloxidasε(EC1.10目3.1，PPO) and o-diphenols (ODP) ， which may cause th在日nzymatic
browning in fresh pom記juicεS，w己reproved by diff告rencespεctra sp日ctrophotom告try.To r告move
the enzyme activity and ODP from th邑frεshjuices， adsorption tr居atmentswith various呂dsorbents
were investigated. ThεPPO activity and ODP (catεchin and chlorogεnic acid) w巴町
adsorb日dby batch and column treatm記ntswith anion宕xchang在 materialssuch as DEAE-
Toyopearl (TOY)， Dow日x(DOX) and Amberlit邑 (AMB):As to th丘町 ofthe substanc巴S
relat吋 enzymaticbrowing， thεcolumn method was mor巴us告fulthan the batch method. Apple 
juice containing ascorbic acid (0.25 g/lOO ml juice) obtained by thεcolumn method showed litle 
browning rεaction during one w巴吉kafter adsorpion 佐官atment.Howevεr， the us邑ofascorbic acid 
is undesirab!e， because it often causεs 110n-enzymatic browning in juice pr企Sεrvation.To 
make a frεsh apple juice without ascorbic acid， a continuous juicεproc出 scontaining 
extraction and adsorption tr巴atm創設 withDOX was旦ttεmpted.The continuous process lowεrεd 
th告contentof ODP in apple juice to about 1 ~2 % of that in untreat吋 juic告. Organic acid and 
amino type nitrogen in treated juice werεslightly less than those in untreated juic日. T otal sugar 
content and Brix werεn記arly在qualbetweεn trε註tedand untreated Sensory test showed 
that treated juice was superior to untreat告djuic記incolor tone， sweetness and aroma色xceptfor 
sour t呂ste.
words: adsorption treatment， anionexchangεmat位rial，no cook己d戸 smellapple juice， 
εnzymatic browning， polyphεnoloxidase， o-diphenol compounds 
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緒言
わが国民の食品に対する本物志向的な晴好の変化から，果汁のような液状食品におい
ても出来るだけ自然な生，味，香りのものが消費者叫に好まれるようになってきた.
リンゴ，ナシ等の果実にはラポリフェノール酸化酵素 (PPO)1， 2)およびその天然基質として
O ジフェノール (ODP)類のクロロゲン駿 (Chl)，カテキンおよびプロシアニジン等3，4)が含ま
れており，それら成分が搾汁時の果実組織の破壊により溶出して互いに接触し，果汁の酵素的
酸化，褐変反応が進行する.これら反応の防止のためには，般に参加熱処理5)や食塩争アスコ
ルビン酸 (AsA)等の褐変値害物賢の添加が行われてきた.しかし，加熱処理の場合は加熱臭
を生じ易く，食塩の添加は製品の味を変化する.また AsAはODPとの共投酸化還元反応川こ
よって酸化型アスコルビン般に変化してしまうため，酵素的褐変の防止効果は持続しない.た
だ， リンゴ果汁の場合は，慣習的に若干変色したものが消費者に受け入れられているものの，
市販されている果汁製品の多くは果実本来の風味を十分保持しているとは言い難いようである.
したがってヲもし新鮮果実の色，風味を有する果汁の製造が可能となれば，それはお品として
有利となるであろう.
本研究は，無加熱臭の果汁製造を目的として，加熱前処理を行わずに，褐変の原因物資であ
るODPやPPO活性をイオン交換体等で吸着捺去することにより，褐変反応を防止しようと試
みて行ったものである 7)
材料および方法
(1)材料
リンゴ(紅玉，国光および、富士)は市場より購入したものおよび山形大学農学部付属農場で
採取されたものを，またニホンナシ(新水，幸水)は{佐賀県果樹試験場で収撞されたものを使
用した.
(2) イオン交換体等吸着予報
陰イオン交換体等吸着剤として次の製品を使用した.
DEAE-トヨノ{-}レ 650M (TOY，東ソ
DEAEー セノレロブアイン AM(CEL，チッソ)
キトノfー ル BCW-3500 (CHI， 
Dowex 1-X2 I (DOX， Bio-Rad Lab.) 
Amberlite XT -5007 (AMB， オノレガノ)
Amberlite IRA -904 (AIR，オルガノ)
ポリピニノレポリピロリドン (PVP，半井化学)
夕、イヤイオン HP-20 (DI九三菱化成)
これら吸着剤はいずれも活性化後使用した.
酵素液出鱗製
リンゴ，ナシの幼巣のアセトン粉末をO.OlMリン酸緩衝液 (pH7)で抽出し，抽出液に，硫
安を80%飽和となるように添加して塩析した.析出したタンパク質を遠心分離(8，000rpm，20 
分)により集め，それを同一緩衝液に溶解し，ピスキングチューブを用いて0.005Mリン駿緩衝
して透析した。その膜内液を酵素液として使用した.
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(4) 果汁試料(})調製
ミキサー中に細刻したリンゴまたはナシの成熟果およびそれらと間援の0.5%AsA溶液を入
れて磨砕した.磨砕物を綿布を用いて濃過した後，遠心分離(前記)して得られた上澄液を新
鮮果汁とした@またマイクロ波で加熱処理 (550W，90秒)した巣実から磨砕して得られたもの
を加熱果汁とした.
(5) PPO 活性的潟主主
差スペクト/レ法8)により測定した.すなわち，基質として加熱果汁または2.5XlO-4MのChl
溶液を梗用し，それらの0.5mfにナシ酵素の場合は pHムリンゴ酵素の場合には pH5の
McIlvaine緩衝液1.0mCおよび酵素液0.5mCを添加した後， 300Cで反応、させた。 10分後， 4%メタ
リン酸3.仏泌を加えて反応を停止した液(反応液)とコントローノレ液(基質，緩衝液，メタリン
酸および酵素の混合液)との325nmおよび:380nmにおける差スペクトルのピーク高(ム E32S'
ムE380) を測定し， 1分当りのム Efl痘でChlまたはカテキンに対する酸化酵素活性を表した.
(船橋変産および果汁色(})測定
反応液とコントロールとの420nmにおける吸光度差(ムE42Q)を測定し，これを褐変産とし
て表した.また築士十色は測色色差計 (ND-I0lDC型，日本竜色)を使用して澱定し，その示度
(aおよびb値)により表示した.
(7) 分析方法
a) カテキン:差スベクトル法判こより定量した.新鮮果汁O“5m.eにアスコルビン酸酸化酵素
(AAO，キュウリのアセトン粉末0.2gを50mfのMcIlvaine緩衝液 (pH7)で抽出した液)lmC 
を加えて300C，20分間反rc;させて AsAを完全に酸化した後， PPO液(ピーマン種子のアセトン
粉末から AAOの場合と詞様にして調製した液)0.5m.eを添加し300C，20分反応させた後， 4% 
メタリン酸3.0m~ を加えて反応を停止した.この反応液とコントロール(果汁，緩衝液，メタリ
ン駿および PPOの混合液)との380nmにおける吸光度差(ム E附)を測定し，これよりカテキ
ン量を求めた.
b) クロロゲン酸:吸光度法により巣汁試料の325nmにおける吸光度 (OD拙)を測定し，こ
の値でChl量を表した.
c) アスコルビン酸:差スペクトル法10)により
d)その他の成分:全糖はフェノーノレ@硫酸法，
した.有機酸は中和滴定法によりリンゴ酸として
(喜)吸着処理
した.
アミノ態窒素はホルモール法によって分析
した@
a) パッチ処理:酵素液または新鮮果汁20m~~こ O.lM リン酸緩衝液 (pH7) で平衝化したイオ
ン交換体等の吸着剤O.25~ 1. Og (Wet) を添加して， 300Cで5分間試験管ミキサーを用いて振
量処理した後糠過した*それらの滅液の PPO活性， ODP含量等を測定した，
b) カラム処理:可変型カラム (15X50臨)にO.lMリン艶緩衝液 (pH7)で平衡化した吸着
剤10g(Wet)を充填し， 500m~の新鮮果汁をペリスタポンプを用いて約紛糾/1 時間の速度で送
液し，プラクションコレクターで流出画分を10m.eずつ分取した.各10話i分を集め， 100mf単位で
分析した e
(盟)官能試験
6名のパネラー(学生)による官能試験を行った.結果は各項目について各人の 7段階の評
価点を合計して表した@
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と
1 .新鮮果汁における幾スペタトんの変化と PPO
リンゴおよびニホンナシの新鮮果汁を300Cの恒混槽中で振還した時の吸収スペクトルおよび
スペクトルの変化を測定し 1および2に示した@リンゴおよびナシ果汁の菱スベクトル
においては，いずれも380nm付近に庄のピークラ 325nm付近に負のピークが出現した e これら
負のピークの出現はラ著者らのこれまでの報告11，12)から明らかなように， Chlおよびカテキ
ン類(エピカテキンラカテキン 9 プロシアニジン等そ含む)の酵素的酸化に由来し 9 これらの
酸化反応を強く触媒する PPO活性の存在を示唆するものである.またこれら 2つの
ピーク高(ムE億)からラリンゴおよびナシ果汁には C誕とカテキン類が相当量含まれること
が推測される.新鮮巣汁における Chlおよびカテキン類の酵素的酸化の反応量そムおよび
ムE380で表しヲ果汁調製時に添加したAsAが完全に消費された直後からのムE値の変化を示
したものが Fig.3である。 ODP類の酸化は最初の30分間は急速にヲその後は徐々に進行し
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Fig. 3 Oxidation of catechin呂ndchlol司ogεnicacid in fresh juic告Sof apple 
and ]apane告白 pear.
以上の結果から，新鮮果汁中には PPO活性およびその基質である ODP類が存在し，これら
が果汁の褐変の原因となることがわかった.
2.パッチ法による
2. 1 各譲吸積善事jによる PPO活性的吸着
リンゴ欝素液20m.eにそれぞれ吸着剤3.0gを添加して300C，5分間接選処理を行った後瀦過し
た.瀦液中の残存 PPO活性を加熱果汁を基質として測定し，結果を然処理酵素液の活性を100
とする相対値で表し， Table 1に示した.供試した吸着剤は PVPを除き，いずれも PPOのChl
およびカテキン酸化活性を50~100%吸着することがわかった@基質として用いた加熱果汁の褐
変度も同様に低下した.
ナシ酵素液20m.eにイオン交換樹脂を含む各種吸着剤をそれぞれ1.0g添加して， 30oC， 5分間
接重量処理を行った後漉過した.それら溶液の PPO活性を Chlを基質として灘定した.結果は無
処理酵素液の活性を100とする相対舗で表し， Fig.4に示した@陰イオン交換体の DOX，CEL 
およびTOYは85%提度 PPO活性を吸着したが， AMBは約40%の吸着に過ぎず，非イオン交
換体の DIA，PVPによる と はみられなかった.
すable1 Remaining PPO activities in apple enzyme solution and browning reaction 
in cooked apple juice usεd as substrate. 
Rεlative 
Chlorog邑nateoxidasε Catechin oxid呂se Browning rεaction 
(%，ムE325)
Substrate (1) (2) (1) (2) (1) (2) 
Adsorbεnt 
NON 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 
CHI 14.9 。 52.4 6.8 51.2 3.8 
CEL 4.8 3.1 0.0 0.5 0.0 1.4 
TOY 18.6 10.7 21.1 10.6 21.4 7.6 
PVP 89.9 88.8 92.1 80.8 93唱。 79.4 
(Abbrevi呂tion)
NON: Untrεat己d，CHI: Chitopearl BCW-3003， CEL: DEAE-C在llulofin日AM，
TOY: DEAE-Toyopearl 650M， PVP: Polyvinylpyrrolidone 
(1) and (2) m巴ancookεd juices of apple (cultivar KOKKO and KOGYOKU). 
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Abbreviation: NON (untr巴ated)， DOX 
(Dow巴xトX2)，AMB (Amb巴rliteXT-
5007)， PVP (Polyvinylpyrrolidone)， CEL 
(DEAE-Cellulofine AM)， DIA (Diaion 
HPザ 20)，TOY (DEAE-Toyop日arl
650M) 
2. 2 各議吸鷲海jによる ODP類0)吸着
(1) カテキン畿の吸着
リンゴの新鮮果汁20m.eに，それぞれ吸着剤
を0.25g，0.5gおよび1.0g加え， 300Cで5分
間処理した後，液過した果汁中のカテキンを
した.結果は無処理区を100とする相対値
で表し， Fig.5に示した.OOXは上記添加重
の範閤でカテキンをほぼ完全に吸着したが，
TOYその他の陰イオン交換体の吸着力はや
や劣るようであった@とくに PPO活性を強
く吸着した CELのカテキン吸着力が最も弱
かった.
(2) クロロゲン職時吸着
上記の処理果汁中の Chl い結果を
無処理区を100とする相対{誌で表し， Fig.6に
示した.Chlの場合も DOXの吸着力が最も
強く， AMBがこれに続いた.しかし， PPO活
性を強く吸着した TOYやCELによる Chl
の吸着量は少なかった.
(3) 吸着処理後の巣汁の褐変
リンコゃの新鮮果汁20m.eに各種イオン交換体
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Abbreviation is the same as in Fig. 5. 
1.0 gを加え，同一条件で処理して得た果汁
を， 300Cの恒温槽中で振麗し，経時的に果汁
の褐変度(ム E420) を測定した.Fig.7に示
したように， DOX処理果汁は振最後も褐変
度は低かったが，協のイオン交換体による処
理果汁ではやや褐変反応の進行がみられた.
このように， PPO活性およびODP類に対し
て強い吸着力を示した DOXが，その処理に
より果汁の褐変反応を最も強く抑制すること
が認められた.
3 .カラムj去による果汁(J)吸着処理
パッチ方式による褐変防止法は吸着剤の回
収等に問題があるように思われる.そこで，
カラム方式(イオン交換カラムクロマトグラ
ブィー)による処理について検討した.
(1) PPO 活性の吸藩
リンゴ酵素液を各種イオン交換体等の吸着剤を詰めたカラムで処理した.カラムを通過した
酵素液の残存 PPO活性を Chlを基質として差スベクトル法により澱定した.結果は無処理毘
を100とする相対活性で表し， Fig.8に示した.DOX， TOYおよびCELのカラムは PPO活性
をほぼ100%吸着したが，他のイオン交換体のカラムによる吸着率は低かった.また非イオン交
換体である DIAはPPO活性をほとんど吸着しなかった.これらの結果は前記パッチ法の場合
とほぼ同機の傾向であった.
(2) ODP舗の吸藩
カラムを用いてリンゴの新鮮果汁を処理し，
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した@結果は無処理区を100とする棺対値で表し， Fig.9および10に示した.カテキ
DOXおよびAMB等の陰イオン交換樹脂によってほぼ完全に吸着除去された.しかし，
TOYの場合は処理中に吸着の摂界に達しラその後の通過果汁にはカテキンの漏出がみられた.
) PPO活性の吸着主容を示した CELはカテキンの吸着率は留かった.また Chlもほぼ間
諜のイオン交換体による吸着傾向がみられた.
(3) 級幾処理果汁め橋変と吸収スベクトル
30画分までのカラム通過果汁 (300m~) につき，処理後の褐変反志の進行状態を調べた. 300C 
の垣温槽中で援還した時の褐変度の変化を Fig. 11に示した.I塗イオン交換体の DOXおよび
AMBカラム通過後の果i十は全く褐変せず¥また TOYカラムの場合でも301額分までの通過果
汁ではほとんど掲変がみられなかった@これに対して， CELカラム通過果汁は無処理果汁の場
と楢変度はほとんど変わらなかった a このことより，褐変防止には PPO活性の吸着だけでは
不十分でヲその基質である ODP類をも吸着
除去する必要のあることがわかった@
カラム通過後の果汁(画分20)の吸収スベ
クトルをFig.12に示した.無処理果汁におけ
る280nm(カテキンの λmaxlのピークおよび
325nm (Chlのλmax)のピークは， DOXカラ
ムによる処理果汁ではほとんど消失しており，
また AMBおよび TOYカラムによる処瑛果
汁では280nmに低いピークまたは肩がみら
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可
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Fig. 10 Concentration of chlorogεnic acid in 
apple juice aft邑radsorption tr日atment
(column method). Chlorogenic acid is 
己xpressed as relative ム E325 value 
Abbreviation is the same as in Fig. 5. 
れるに過ぎなかった.
4.搾汁@イオン交換カラ
これまでの実験では，酵素的褐変防止のた
めに AsAを添加した試料(新鮮果汁)を用い
た。しかし，次式のように， AsAは果汁の保
存中に ODPの酸化還元反応と共役して自体
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Fig. 1 Browning r邑actionin appl巴juiceafter 
品dsorptiontreatment (column method). 
Degr色合 of browning is expressed as 
ムE'20・ Abbreviationis thξsame as in 
Fig.5. 
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Fig. 12 Absorption spectra of tre丘ted and 
untreat巴dapple juices. Abbreviation is 
th記sameas in Fig. 5 
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を失う.るキノンに変化しラスコルビが霊安イヒされ，
Lアスコ lレピン。ー キノン
PPO 
アスコルビン駿
となることが知られて
し，汁液をジューサーの出口にセット
iずることによって吸着処理を
。ジブェノ
FRUIT 
JUlCER 
アスコノレピ
いる 13)。そこでヲ新鮮なリンゴ
した DOXカラム;こ受け予
に行い， AsA無添加の果汁
(Fig. を車且み立てた e カラム (15x 50 
慾阻)には10g(Wet)のひOXを詰めたものを
使用した.
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Fig. 13 Apparatus for continuous juic思 mak-
mg procεS5 containing extraction and 
adsorption trεatments. 
ASPIRATOR 
により調製した果i十の貯蔵中に
おける吸光度の変化を調べ， 14仏)および
(お)に示した。処理果汁においてはヲ Chlに由来
する吸収スペクトパノの325nmにおけるピ
クは損失しておりヲその後のスベクトル変化
はみられなかった。これに対して，無処理果
はそのピーク高は高く，陪{渡は
100Cでの保存中に急速に母子‘して行った。こ
の抵下は保存中の欝素的酸化による Chlの
濃度の減少を意味している.この OD325値の
部下と符合し
後から 3日間に急速な増加を示した.これに
対してヲ処理果汁では保存中全く吸光度の変
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Fig. 14 (A) Chlorogenic acid cont芭nt， (お)Degree of browning in trεated昌nd
untreated apple juices and their changes aftεr treatment by continuous 
process. Chlorogenic呂cidcontent and dεgr巴εofbrowning ar在日xpres-
sed as OD325 and OD420， r色spectively. 機-Trεated juice， --0-
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イヒおよび褐変はみられなかった.また吸着処理果汁は加熱処理巣汁に比べてより明るい黄色を
していた. 一方，加熱前処理を行わず、吸着処理もしなかった無処理果汁の色は，謂製直後で
もすでに淡褐色を呈していた.すなわち Fig.15 (A)および(鴎に示したように，無処理果汁の a，
b値は吸着処理果汁に比べて高く，両値は保存中にさらに増大して行った.以上のように，処
理果汁では ODP類や PPO活性の吸着除去により，保存中の酵素的褐変の進行がみられなかっ
たが，無処理果汁では褐変反誌が進行し，荷果汁間で顕著な液色の差がみられた.
(2) 果汁成分的分析と官能試験
吸着処理果汁および無姑理果汁の成分組成を Table2に示した@
搾汁@イオン交換連続処理法によって調製したリンゴの吸着処理巣汁は，調製直後の無処理
果汁に比べて酵素的褐変反応、の基質である Chlやカテキン類の含量が著しく低下していたが，
よびBrixには大きな相違はみられなかった.しかし，吸着処理果1十では， DOXの使
用のために有機酸やアミノ態窒素の含量がやや低下する傾向がみられた.
リンゴの吸着処理果汁，加熱処理果汁および無処理果汁の官能試験の結果を Table3に示し
た.吸着処理果汁は，新鮮果実特有の香りと色調を保持し，加熱前処理を行った果汁や褐変し
た果汁に比べて香りおよび色調において高い評髄が得られた.しかし，処理果汁の味は酸味が
やや乏しく，相対的に甘く感じられた.酸味については果汁調製後にリンゴ酸やクエン酸の添
加によって補正することが可能であろう.
以上のようにして，吸着処理により無加熱桑新鮮果汁の製造に対する一つの手掛りが得られ
Table 2 Analysis of treated and untre抗告dapple juices. 
Juice 
Chlorog巴nicacid Catechin Total sugar Organic acid Amino acid-N Brix 
(mg%) (mg%) (%) (%) (mg%) 
Treated 。噌09土0.07 0.13土0.18 11.28士0.01 0.33土0.00 3.74土0.94 12.0士0.4
Untreated 10.20土0.18 6.02:t0.42 11.91士0.01 0.40土0.01 4.79土0.79 12.5土0.4
Valu巴 mean土 S.D.
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Tabl在 3 Sensory test of treat日dand untreated appl邑juices
Juice Color tone Swεetness Soun;less Aroma Consist邑nsy Ovεr al 
Treated juice 十17 十17 -15 十12 トー 4 十 3
Untrεated juice 17 十 2 +7 14 十 4 -1 
Cooked juice -3 -2 十12 -16 十 5 -2 
Unpleasant 
たが，本法の実用化に際しては幾つかの問題点が考えられる.その一つは処理果汁の殺菌方法
である.限外濃過等の方法によってセルフライフの短い飲料として用いるかヲ瞬間殺菌法や紫
外線殺菌法等の利用による保存方式或るいは，近年，その実用化が期待されている
の適用が考えられるであろう@今一つの問題は本法に適用する搾汁機構の開発と使用済みイオ
ン交換樹指の再生利用である.後者については，カンキツ果汁の減酸処理14)における酸，アルカ
リの使用による回収技術が応用できるであろう.
檎
リンゴおよびナシの新鮮な果汁試料を300Cの憧温槽中で提議し，その開の差スペクトルの変
化を測定した.その結果，それら果汁中にはクロロゲン酸(Chl)やカテキン等の 0-ジフェノー
ル (ODP)類を強く酸化するポリフェノール酸化酵素 (PPO)活性が存在し，これらが原因と
なって果汁の酵素的褐変反応が進行することを示した@次に，これらの褐変原因物質をイオン
交換体等により吸着除去し，褐変を防止する条件について検討した。
まずパッチ法およびカラム法による吸着試験を行った結果，両法とも PPO活性は陰イオン
交換体の DEAE セノレロブァイン (CEL)， DEAEー トヨノ¥-ル (TOY)およびDowex(DOX) 
により強く吸着された.これに対して，リンゴ果汁中の Chlやカテキン等の ODP類は Amber-
lite (AMB)やDOXのような捨イオン交換樹脂により能率的に吸着された.TOYがこれに続
いて強く吸着したが，高い PPO活性の吸着能を示した CELはODPの吸着力が弱かった.
しかし，これらの方法ではアスコルビン酸 (AsA)の使用を必要とすることから，搾汁@吸
による AsA無添加のリンゴ果汁の調製法について検討した@吸着剤に DOXを
用いて調製した果汁(処理果汁)では，保存中無処理果汁に比べて褐変度および果汁色の変動
はほとんどみられなかった.果汁成分の分析結果ヲ処理果汁は無処理果汁に比べて ODP
に低下し，有機酸およびアミノ態窒素はやや減少したものの全糖量の変化はみられなかっ
た.官能試験の結果，処想果汁は色讃，香りにおいて優れていたが今酸味が乏しし相対的に
やや甘く感じられた.
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